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RESUMEN
Q.C.B. Soraya S. Mendoza Olazaran Fecha de Graduacion: Julio, 2012

Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina

Titulo: “CARACTERIZACI(')N DEL CASETE CROMOSOMICO
ESTAFILOCOCICO mec (SCCmec) DE Staphylococcus hominis”

Nuimero de paginas: 67
Candidato al Grado de Maestro en Ciencias con orientacion en Microbiologia Médica.
Area de estudio: Microbiologia Médica.

Objetivos: Identificar por métodos bioquimicos y moleculares aislamientos clinicos
de S. hominis. Caracterizar la resistencia meticilina y otros antibidticos, relacion
genética entre los aislamientos y tipo de Casete Cromosomico Estafilococico mec
(SCCmec) y elucidar de manera teorica la estructura de un nuevo SCCmec de S.
hominis.

Material y Métodos: Se incluyeron 22 aislamientos de origen clinico. La
identificacion de S. hominis se llevo a cabo por métodos bioquimicos y moleculares.
La susceptibilidad a los antibioticos se evalud por método de microdilucion en caldo.
La resistencia a meticilina se determind mediante disco de cefoxitina y por deteccion
del gen mecA por PCR. La relacion genética se evalud por electroforesis en gel de
campos pulsados (EGCP). El tipo de SCCmec se determind por PCR multiple usando
dos metodologias descritas para Staphylococcus aureus. En base a los resultados de
fenotipo de resistencia y tipo de casete se determind la estructura tedrica del casete de
tres aislamientos seleccionados como candidatos a un nuevo SCCmec.

Resultados: Los aislamientos mostraron resistencia alta a ampicilina, eritromicina y
trimetoprim (>71%). El 81.8% (18/22) de los aislamientos presentaron resistencia a
meticilina y presencia del gen mecA. La EGCP reveld 22 patrones diferentes con
homologia entre 0 y 95%. Soélo un aislamiento present6 SCCmec tipo III con
estructura correspondiente a la descrita para S. aureus. Dos aislamientos amplificaron
SCCmec 111, mec complejo A, ccrABI; dos SCCmec 11I, mec complejo A, ccrCl;
cinco SCCmec 111, mec complejo A, ccrAB1 + ccrCl.

Conclusiones: Los aislamientos analizados mostraron alta resistencia a meticilina y
otros antimicrobianos y baja clonalidad. Los resultados sugieren que S. hominis podria
ser reservorio de ccrABI, ccrC1 y mec complejo A para ensamblaje de un SCCmec
diferente a los descritos para S. aureus. Se propone la estructura de 3 nuevos SCCmec
para S. hominis, los cuales presentan entre 62.5% y 75% de elementos descritos para
el casete tipo 111 de S. aureus.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Generalidades y antecedentes historicos de Staphylococcus hominis

Staphylococcus hominis es una bacteria de relevancia clinica a nivel
nosocomial que se encuentra clasificada dentro del grupo de los Estafilococos
Coagulasa Negativos (ECN), el cual incluye actualmente mas de 40 especies; sin
embargo solo algunas tienen importancia médica, entre las cuales se encuentran
principalmente Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, S.
hominis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
sciuri, Staphylococcus lugdunensis y Staphylococcus warneri (1-3).

S. hominis fue descrito por primera vez en 1975 por Kloos, W. E. y Schleifer
K. H. tras algunos trabajos de investigacion sobre la flora microbiana en piel de
humanos (4). En la siguiente década, estos mismos investigadores reportaron a S.
hominis como la segunda especie de ECN mas abundante en la piel de humanos
sanos, precedido solo por Staphylococcus epidermidis (5). En 1998, se describieron
dos subespecies para este microorganismo: S. hominis subsp. hominis y S. hominis
subsp. novobiosepticus, y la evidencia mostr6 una mayor resistencia a los

antibidticos en S. hominis subsp. novobiosepticus (6).



1.2 Caracteristicas microbioldgicas y habitat de S. hominis

Al igual que todos los ECN, S. hominis son cocos Gram positivos de
aproximadamente 1.3 wm de diametro, son catalasa positivos, oxidasa negativos y
coagulasa negativos. Para su cultivo no se requieren de nutrientes especiales, crece
bien en agar sangre, forma colonias circulares, cremosas, blanquecinas, de bordes
regulares y de textura lisa, generalmente de 1-2 mm de didmetro, tras una incubacion

de 24h a37°C (1, 4).

S. hominis forma parte de la flora normal de piel y mucosas de humanos y de
algunos animales y se ha calculado que en conjunto con las demas especies de ECN,
la cantidad de estos microorganismos en humanos sanos puede llegar hasta las
100,000 UFC/cm? (2). De manera particular, esta especie habita principalmente en la

region axilar, inguinal y perianal (5, 6).

1.3 Factores de virulencia de S. hominis

En la literatura no se cuenta con reportes de estudios sobre los factores de
virulencia de esta especie; sin embargo, existen trabajos donde se investigaron dichos
factores, de manera conjunta entre las especies de los ECN, en los que se determiné
que este grupo de microorganismos es capaz de producir: lipasas, toxinas-delta y
proteasas, las cuales contribuyen a la colonizacion, lesion y destruccion de los tejidos
del hospedero respectivamente; enzima modificadora de 4cidos grasos que inactiva
los &cidos grasos que se encuentran en la piel; acido poli-D-glutdmico que permite la
evasion de la respuesta primaria del sistema inmunoldgico; moléculas de adhesion
asociadas a la fijacion del microorganismo hacia ciertas proteinas de la célula

hospedadora como la elastina, colageno, fibrindgeno y fibronectina (1, 7). Cabe



destacar que el principal factor de virulencia descrito para este grupo de
microorganismos es la capacidad de producir biopelicula y para ello, estas especies
producen diversas moléculas que contribuyen a la adherencia del microorganismo
hacia los materiales inertes como el poliestireno, a la acumulacion de células

bacterianas asi como a la nutricion de las mismas (8-10). Incluso la formacion de

biopelicula se ha asociado a la resistencia a los antibidticos (9). El nivel de
produccion de biopelicula por S. hominis atin no ha sido esclarecido, ya que en
algunos estudios esta microorganismo ha sido reportado como débil productor y en

otros como fuerte productor de biofilm (11, 12).

1.4 Epidemiologia y espectro clinico de las infecciones causadas por S. hominis

Debido a que los ECN forman parte de la flora normal de la piel de humanos,
durante mucho tiempo este grupo de microorganismos fueron considerados
solamente como agentes contaminantes de medios de cultivos, sin embargo; desde
hace dos décadas emergieron a nivel mundial como importantes patdgenos
oportunistas (7, 13, 14). Actualmente, los ECN representan los principales agentes
causales de un amplio espectro de infecciones nosocomiales, entre las que se
encuentran frecuentemente endocarditis, osteomielitis, endoftalmitis posquirurgica,
bacteremias; todas ellas asociadas principalmente al uso de dispositivos médicos
como catéteres intravenosos, de dialisis peritoneal, valvulas cardiacas, entre otros (1,
7, 15). Los centros para el control y prevencion de enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés) de los Estados Unidos reportaron en el 2008, que los ECN fueron el
grupo de microorganismos aislados con mayor frecuencia en distintas infecciones

nosocomiales (16).



Dentro de los ECN, S. hominis precedido so6lo por Staphylococcus
epidermidis, es la segunda especie aislada con mayor frecuencia de hemocultivos
provenientes de neonatos y pacientes con cancer, es por ello que este
microorganismo se asocia principalmente a bacteremias en pacientes
inmunodeprimidos (17-20). También existen reportes aislados, pero cada vez con
mayor frecuencia, donde se asocia a S. hominis como agente causal de endoftalmitis

y endocarditis (21, 22).

Existen pocos datos estadisticos que puedan fundamentar la incidencia y
prevalencia de S. hominis como agente causal de infecciones dentro de los
nosocomios, debido a que en la mayoria de los laboratorios clinicos de éstos, la
identificacion no se realiza hasta nivel especie, por lo que este microorganismo es
reportado s6lo como ECN, y por consecuencia los datos con los que se cuenta
engloban a todas las especies de este género que no son Staphylococcus aureus

dentro de este grupo.

1.5 Factores de riesgo asociados a infecciones causadas por S. hominis

El principal factor de riesgo que predispone a una infeccion causada por S.
hominis es la hospitalizacion por tiempos prolongados, sobretodo en las unidades
donde los pacientes requieren el uso de dispositivos médicos como ventiladores
pulmonares, catéteres intravenosos, catéteres de dialisis peritoneal, asi como los
implantes permanentes valvulas cardiacas y/o algun tipo de protesis (1, 2, 7). Los
pacientes con cancer tienen predisposicion a presentar una infeccidon por este
microorganismo, debido al uso constante de dispositivos que son necesarios para la

administracion de farmacos quimioterapéuticos. En general, todos los individuos con



un sistema inmunologico deficiente como los neonatos, pacientes transplantados o
con patologias propias del sistema inmune estan en riesgo de cursar por una

infeccion causada por S. hominis (17, 18).

1.6 Identificacion de S. hominis

La mayoria de los laboratorios clinicos donde las pruebas se realizan de
manera manual, identifican solo a nivel de grupo de especies, y para ello realizan una
tincion de Gram, una prueba de catalasa para identificar al género Staphylococcus, y
la prueba para diferenciar a la especie patogena del resto que pertenece a este género,
se realiza la prueba de coagulasa, si esta es negativa se reporta un ECN. Para
identificar de manera bioquimica a nivel especie, las pruebas que se realizan se basan
en la asimilacion de carbohidratos, y para ello se dispone en el mercado de una gran
diversidad de sistemas comerciales automatizados y semi-automatizados que ofrecen
una bateria de pruebas que contienen los diferentes sustratos por los cuales se pueden
discriminar las especies de este género. Entre los mas comercializados se encuentran
los sistemas Vitek, MicroScan, Sensititre y API, donde este ultimo ha demostrado ser
el sistema con menor numero de errores en la identificacion bioquimica de acuerdo a
lo reportado en diversos estudios, en los cuales la precision y exactitud de dichos

sistemas comerciales han sido evaluados y comparados entre si (23-25).

Debido a la relacion filogenética que existe entre las especies del género,
¢stas presentan una homologia en la asimilacion de los distintos carbohidratos, y esto
es logico si se aborda la situacion desde el punto de vista que todas ellas habitan en
la piel y mucosas de humanos de manera normal, por lo que la identificacion a nivel

especie basandose en pruebas bioquimicas representa un reto; incluso en métodos



automatizados la identificacion de S. hominis ha sido reportada como discordante

con métodos moleculares (26).

En cuanto a la identificacién molecular se ha recurrido a ensayos de PCR en
tiempo real y a la secuenciacion de los genes 16S rRNA, sodA, hsp60, rpoB y tuf
para los cuales también se han realizado trabajos de comparacion y de relacion
filogénetica entre las especies, ya que existe una alta homologia en algunos genes

conservados para ciertas especies del género (27-29).

Por lo anterior, y de acuerdo a los resultados de investigacion donde se
comparan los métodos fenotipicos con los moleculares, actualmente para lograr la
identificacion a nivel especie de los ECN, se recurre a métodos bioquimicos y
moleculares, siendo el sistema API y la secuencia 16S rRNA las pruebas maés

utilizadas (23, 30).



1.7 Resistencia a los antibidticos y el Casete Cromosomico Estafilococico mec

(SCCmec)

Uno de los principales problemas que dificulta el tratamiento de las
infecciones causadas por S. hominis entre otras especies de ECN, es la resistencia
elevada a diversos antibioticos que presenta este grupo de microorganismos (31-34).
En particular, S. hominis cuenta con algunos reportes de resistencia a linezolid, un
antibidtico, aprobado en el 2010 por la FDA y que es considerado como de ultimo

recurso (35, 36).

Desde 1960 con la aparicion de cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM), al poco tiempo después de la introduccion de este antibidtico en la practica
clinica, se prestd especial atencion al problema de la resistencia a los
antimicrobianos (37-45). Sin embargo, no fue hasta el afio 2000 que se elucido que la
resistencia a la clase de antibidticos beta-lactamicos estaba dada por una proteina
llamada PBP2a la cual es codificada por el gen mecA, el cual reside dentro de un
fragmento de DNA exoégeno llamado casete cromosomico estafilococico mec
(SCCmec), el cual en un principio, en el trabajo publicado por Katayama Y. y
colaboradores fue denominado solo como DNA de resistencia en S. aureus (38, 46-
49). Con el paso del tiempo, a la par de los constantes reportes de ECN como
patogenos emergentes en nosocomios y ademds multifarmacorresistentes, se
comenzo a estudiar este grupo de microorganismos y se demostrd la existencia de
este casete dentro de su genoma (50-54). Los resultados de trabajos de investigacion
recientes muestran evidencias que sustentan la hipotesis de que este elemento
genético fue transferido de manera horizontal de los ECN hacia las cepas de S.

aureus y no en sentido contrario como se penso en un principio (55). La prevalencia



de resistencia a la meticilina, el cual es marcador de la presencia del SCCmec, se ha
reportado mayor frecuencia en los ECN que en S. aureus, con tasas que van a nivel
mundial del 75% al 90% (56). Entre las especies de ECN que poseen el SCCmec se
han descrito S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. conhii, S. capitis, S.

sciuri, S. warneri, y S. saprophyticus (57-61).

1.7.1 Mecanismo de resistencia a los antibioticos f-lactamicos por la
proteina PBP2a

La resistencia a esta clase de antibioticos es nombrada cominmente como
resistencia a meticilina u oxacilina, la cual es conferida por una proteina de union a
la penicilina, conocida como PBP2a y es codificada por el gen mecA. La proteina de
union a la penicilina de manera normal posee dominio con funcioén de transpeptidasa
y otro dominio de unién a la penicilina. La funcion de transpeptidasa es
indispensable en la sintesis de la pared celular ya que se encarga de la union de las
cadenas de N-acetilglucosamina y acido-N-acetilmurdmico que la integran; sin
embargo, una vez que un antibidtico -lactdmico encuentra su blanco en el dominio
de unidn a la penicilina, esta proteina pierde su funcidon de transpeptidasa por lo que
la sintesis de la pared celular se interrumpe y entonces la célula bacteriana aumenta
su presion osmatica y se lisa. En cambio, PBP2a tiene alterado el sitio de union a
los antibioticos B-lactamicos, por lo que estos farmacos no reconocen el blanco, y
entonces la proteina continta con su funcion normal de transpeptidasa, por lo tanto el

microorganismo es resistente a los antibiodticos B-lactdmicos (48, 49).



1.7.2 Estructura basica del SCCmec
Este casete es considerado un elemento movil, puede medir entre 15 y 67 kb
de longitud. De manera general presenta cuatro caracteristicas basicas (figura 1):

* Sus extremos se encuentran flanqueados por repeticiones directas e inversas
que le permiten su integracioén en un sitio homologo del cromosoma.

* En su extremo 3’ posee un fragmento de lectura abierto llamado orfx

* Presenta un complejo de genes mec los cuales determinan la resistencia a
meticilina.

* Presenta un complejo de genes ccr responsables de la movilidad de este

elemento (56, 62).

Complejo de genes mec Complejo de genes ccr
J3 l J2 l J1
pUB110 > Tnr54
I | —
<  m— H
4 2
orfX IS431 MmecA cerB2 oergn
mecR1
mecl

Repeticiones directas/repeticiones invertidas

Integrado en el extremo 3’ orfX

Figura 1. Caracteristicas basicas de la estructura del SCCmec (63).

La presencia de este elemento genético mdvil se ha demostrado en diversas
especies bacterianas, sin embargo el enfoque principal de este casete se centrd en
Staphylococcus aureus especie donde fue detectado y descrito por primera vez, asi
mismo se han identificado diferentes tipos de casete basados en la variedad de

complejos de genes mec y ccr (56). Hasta la fecha, se han descrito once diferentes



tipos SCCmec (I a XI) en S. aureus (tabla 1), en base a las modificaciones en la
region reguladora mecA (complejo mec), el tipo de recombinasas cromosomicas que
posea el casete (ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 y ccrC), y en algunos los
determinantes de resistencia dentro de las regiones de union. La combinacion de los
complejos genéticos mec y ccr determinan el tipo de casete, sin embargo aunque dos
casete diferentes presenten esta misma combinacion, es decir que correspondan al
mismo tipo, pueden presentar variabilidad, y esta se encuentra dada por las
diferencias encontradas en las regiones de union, anteriormente llamadas regiones de

“deposito de basura (junkyard)” (63).

TABLA 1. Tipos de SCCmec descritos para S. aureus

Tipo de Tipo Tipo

SCCmec de mec de ccr
I B 1
II A 2
111 A 3
v B 2
\% C2 5
VI B 4
VII Cl 5
VIII A 4
IX C2 1
X Cl 7
X1 E 8

1.7.3 Complejo de genes mec

Existen 5 diferentes tipos de complejos genes mec descritos para S. aureus
clasificados como A, B, C, D y E (figura 2). Todos los complejos contienen mecA,
genes reguladores el mecl y mecR1, ademés de secuencias de insercion 431. La
expresion del gen mecA esté regulada por dos proteinas, la proteina codificada por el
gen mecl, la cual funciona como represora y la codificada por el gen mecR1 funciona

como inductora de la transcripcion. Cuando mecl se une a la region promotora del
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gen mecA, la transcripcion del gen mecA se reprime. En cambio, cuando un
antibiotico B-lactdmico entra a la célula bacteriana, el gen mecR1 codifica un
polipéptido que tiene actividad de proteasa para degradar la proteina represora de
mecl, como resultado se genera un aumento de la transcripcion del gen mecA. En
algunos complejos mec, los genes mecl y mecR1 se suprimen o se truncan, esto es
causado la mayoria de las veces por la integracion de las secuencias de insercion (56,
62). Por lo anterior, es importante sefialar que aunque la transcripcion del gen mecA
se encuentra bien regulada, un estudio reciente reportd una cepa de S. aureus en la
cual la resistencia a meticilina no se afectaba por la sobreexpresion del gen represor,
debido a que éste presentaba una mutacion que codificaba una proteina no funcional

(64).
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Figura 2. Clases de complejos mec descritos para S. aureus. mecl codifica un represor, mecR1

codifica un inductor. Las flechas indican la direccion de la transcripcion. (56).
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1.7.4 Complejo de genes ccr

El complejo de genes ccr es otro elemento que es determinante del tipo de
casete. Se compone de uno o dos genes recombinasa sitio-especificos, y €stos son
los responsables de la movilidad de los SCCmec. Estos genes catalizan la escision y
la integracion precisa del lugar y la orientacion especifica de los elementos SCCmec.
Todas las proteinas codificadas por estos genes ccr tienen propiedades cataliticas en
el dominio N-terminal. Actualmente existen cuatro alotipos bien descritos para los
genes ccrA 'y cerB y un solo alotipo de ccrC (figura 3). El gen recombinasa ccrC se
asocia a la resistencia al mercurio y ademas se ha encontrado en el casete tipo V de
S. aureus (65). La combinacion de estos alotipos determina el tipo de complejo
recombinasa. Actualmente estan descritos ocho tipos de complejos recombinasa que
se han identificado en SCCmec de S. aureus, los cuales se han designado con
numeros arabigos (63, 66). Cabe sefialar que el complejo de genes ccr se ha
encontrado con una mayor diversidad que el complejo de genes mec, tanto en S.
aureus como en los ECN (67, 68). Por lo anterior, la identificacion de éste complejo
presenta mayor dificultad; incluso, se han desarrollado algunas herramientas
bioinformaticas para tipificar los genes recombinasa con mayor exactitud en base a

su secuencia (69).
alotipos alotipos

ccrAl ccrB1

<0~ 50% homologia cch 2 homologia
ccrA ccrB cerB3 [ = 70-82%

= 60-78%
° | ccrd3
ccrd4 ccrB4
<0~ 50% homologia <0 50% homologia

ccrC

alotipo: ccrC1

homologia >87%

homologia | ccrA42

Figura 3. Representacion de la homologia entre los genes ccr y sus alotipos en S. aureus
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1.7.5 Regiones de union (J)

En la estructura basica del casete cromosomico estafilococico se han
identificado 3 regiones de unidn. La region de union 1 se encuentra entre la region
cromosomica derecha y el complejo de genes ccr. Esta region presenta diferencias
fundamentales para la identificacion de los tipos de casete, basadas en la presencia de
algunos genes. La region de union 2 se localiza entre la region de complejos de genes
ccr 'y la de los genes mec, y sus diferencias fundamentalmente se basan en la
presencia o ausencia de transposones o seudotransposones. La region de union 2 se
localiza entre la regién de complejos de genes mec y el fragmento de lectura abierto

y las diferencias en esta region se basan en la presencia o ausencia de plasmidos.

Existe una nomenclatura propuesta para designar las diferencias entre los
subtipos determinados por las regiones de unidn, y basicamente pueden nombrarse
de 3 maneras distintas, dependiendo en que region localizan las diferencias génicas o
de los elementos que la componen. Por ejemplo si las diferencias se marcan en la
region de unidn 1 estas se designan el tipo de casete en numeros romanos seguido de
letras minusculas. En cambio si las diferencias son basadas en la presencia o
ausencia de elementos genéticos moviles como los pldsmidos o transposones el tipo
de casete designado con numeros romanos se escribe seguido de una letra
mayuscula, por ejemplo en el caso del tipo de casete IV y el casete [IVA la diferencia
es que este ultimo es portador del gen plasmidico pUB110. La mas reciente
propuesta de nomenclatura incluye las diferencias en cada una de las regiones de
union, en donde seguidos del tipo de casete, se representa con numeros arabigos el

tipo de regién de union 1, 2 y 3 respectivamente (56, 66).
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1.7.6 SCC No-mec

Aunque los diversos tipos de complejos de genes mec son determinantes en la
clasificacion de este casete, existe una nomenclatura establecida para aquellos
casetes que no son portadores de este complejo de genes mec, pero que poseen otro
tipo de genes que confieren virulencia o resistencia a ciertos compuestos, como por
ejemplo el casete cromosdmico estafilocdcico capl, es nombrado asi por ser portador
de un complejo de genes capsulares, también dentro de este tipo de casetes se
encuentra el casete cromosomico fur el cual es portador del gen de resistencia al
acido fusidico. El casete cromosomico estafilococico Hg es portador del gen que
confiere resistencia a mercurio, este tipo de casete ha sido identificado en S. aureus
con un complejo de genes ccr diferente al resto de los casetes y mismo que se
encuentra adjunto a un casete cromosomico estafilococico portador de mecA. Para
los casetes que son portadores de un gen cuya funcion no ha sido descrita, la
nomenclatura propuesta por el grupo internacional de trabajo en los elementos del
casete cromosomico estafilococico indica que este debe nombrarse seguido del

nombre de la cepa donde fue identificado (63, 66, 70).

1.7.7 Tipificacion del casete

Para llevar a cabo la determinacion del tipo de casete, se han desarrollado
diferentes estrategias metodoldgicas, en las cuales de manera general consisten en
identificar los tipos de complejos de genes recombinasa y complejos de genes mec,
ademas de detectar la presencia de plasmidos y transposones que pueden encontrarse
en las regiones de unidn, y con ello establecer el tipo de casete con su subtipo
correspondiente, esto se ha logrado mediante el disefio de una serie de PCR’s

multiples con cebadores que amplifican cada region de interés (71, 72). Desde el afio
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2001 los investigadores Ito y Oliveira propusieron estrategias de este tipo, sin
embargo cuanto mas tipos de elementos fueron identificados en los casete se hicieron
necesarios el uso nuevos cebadores para las regiones recién identificadas (73, 74).
Entonces en el afio 2005 y 2007, Zhang y Kondo respectivamente sugirieron los que
hasta el dia de hoy constituyen los métodos més completos para la tipificacion de

casete (75, 76).

1.8 SCCmec de S. hominis

Aunque la mayoria de los trabajos de investigacién sobre la distribucion de
los diferentes tipos de casete entre los ECN han sido exitosos, en la especie S.
hominis no se ha logrado observar dicha distribucion, ya que en estos estudios el
casete cromosoémico estafilococico de esta especie es reportado como “no
tipificable”, es decir cuando no presentan uno o los dos elementos basicos del casete,

o con “nuevo casete”, cuando poseen una combinacion diferente a la reportada en las

especies de S. aureus (tabla 2).

Tabla 2. Estudios que incluyeron aislamientos clinicos de S. hominis para la

tipificacion del SCCmec por metodologias sugeridas para S. aureus.

Lugar de Total de Aislamientos NO tipificables | Referencia
estudio aislamientos 0 con nuevo casete
Noruega 2 2 (67)
Brasil 13 10 (53)
Finlandia 1 1 (52)
México 4 3 (50)
Thnez 34 22 (61)
Meéxico 9 9 (11)
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Este hecho sugiere que la especie S. hominis presenta diferentes tipos de complejos
recombinasa y genes mec, por lo tanto puede presentar un tipo de casete distinto a los

descritos para S. aureus.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Staphylococcus hominis es uno de los principales agentes causales de
bacteremia en pacientes inmunodeprimidos, en los cuales el tratamiento se complica
debido que este microorganismo presenta resistencia a los antibidticos,
principalmente a la clase de los beta-lactimicos. La evidencia sugiere que esta
especie presenta una variante del casete cromosdmico estafilococico mec (SCCmec)

descrito para Staphylococcus aureus.

Para conocer la diversidad y distribucion de este elemento genético en S. hominis, asi

como para entender el desarrollo de la resistencia a los antibidticos y los mecanismos

de su propagacion, son necesarios estudios basicos que permitan la elucidacion de la

estructura completa del SCCmec.

No existen reportes de la estructura del SCCmec de S. hominis .
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

Objetivo general

FElucidar la estructura del casete cromosomico estafilococico mec de al

menos un aislamiento clinico de Staphylococcus hominis.

Objetivos especificos

1.

Identificar aislamientos de Staphylococcus hominis a partir de
especimenes clinicamente relevantes mediante métodos bioquimicos y
moleculares.

Caracterizar los aislamientos por electroforesis en gel de campos pulsados
(EGCP) para determinar la presencia de clonas y seleccion de las mismas.
Determinar el fenotipo de resistencia a los antibioticos.

Tipificar el SCCmec por los métodos recomendados para S. aureus y
seleccionar al menos tres candidatos con nuevo casete.

Elucidar de manera tedrica la estructura de un nuevo SCCmec a partir de
los resultados del fenotipo de resistencia a los antibioticos y de la

tipificacion.
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CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Estrategia general

En un primer paso, los aislamientos fueron sometidos a reactivacion
metabolica y a partir de los cultivos jovenes se inici6 con la identificacion precisa a
nivel especie mediante pruebas primarias, el uso del sistema API Staph y la
secuenciacion de los genes conservados 16S rRNA y del factor de elongacion tu
(tuf). Una vez identificados los aislamientos como S. hominis, se empled la técnica
de electroforesis en gel de campos pulsados con la finalidad de detectar y seleccionar
clonas. Posterior a esto se determind el fenotipo de resistencia a los antibidticos
siguiendo el protocolo establecido en los documentos MO02-A11 y MO7-A9.
Enseguida se procedio a la tipificacion del casete por medio de los métodos de Zhang
y Kondo sugeridos para S. aureus, y en base a éstos resultados, se seleccionaron 3
aislamientos candidatos a un nuevo casete. Por altimo se realizd un analisis de los
aislamientos seleccionados tomando en cuenta los resultados del fenotipo de
resistencia a los antibiodticos y de la tipificacion molecular del casete; con estos datos
se determinaron los tipos de complejos genéticos recombinasa, de complejos mec y
la presencia de elementos asociados a la resistencia de diversos antibioticos dentro de
las regiones de union, con lo anterior se construyd de manera teorica, la estructura de

un nuevo casete cromosomico estafilococico mec de S. hominis.
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Figura 4. Esquema de la estrategia general experimental

4.2 Aislamientos clinicos

Se colectaron 103 aislamientos clinicos, provenientes de sangre o liquido
cefalorraquideo, que cumplieron con los criterios propuestos por la CDC y por la
NOM-045-SSA2-2004 como agentes causales de bacteremia (77, 78). Estos fueron
recolectados en el Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y en el
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzéalez” de la UANL desde el 2006 al
2011, y enviados al Laboratorio de Microbiologia Molecular del Centro Regional de
Control de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Microbiologia de la

Facultad de Medicina de la UANL.
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4.3 Identificacion bioquimica

Cada aislamiento fue sembrado en agar sangre e incubado durante 24 h a 37°C. A
partir de los cultivos jovenes se realizaron las pruebas primarias de identificacion:
Tincion de Gram, produccidon de catalasa, coagulasa, oxidasa (ver apéndice A).
Todos los aislamientos que fueron cocos Gram positivos, produccion de catalasa
positiva, oxidasa negativa y coagulasa negativa, fueron seleccionados como
candidatos a ser S. hominis, por lo que se les realiz6 la identificacion bioquimica a
nivel especie por medio de la galeria de asimilacion de carbohidratos del sistema
API® Staph (BioMérieux®, Inc., Durham, USA), para lo cual se llevé a cabo el

siguiente procedimiento.

4.3.1 API® Staph

= Preparacion de la galeria. Se llen6 cada pocillo de la camara con agua

destilada (5 mL aproximadamente) para crear una atmdsfera huimeda.

= Preparacion del inoculo. Se realizd un precultivo en agar sangre el cual se

incubd por un periodo entre 18-24 h a 37°C, posterior a esto se verifico la
pureza del cultivo, con las colonias jovenes se prepard una suspension
bacteriana homogenea con una turbidez equivalente a 0.5 de McFarland, para
ello se transfirieron de 3-5 colonias a la ampolla de API Staph Medium
(extracto de levadura, bactopeptona, oligoelementos, agua desmineralizada,
pH 7.0-7.4).

= Inoculacién de la galeria. Con un pipeta se tomo la suspension bacteriana y se

rellen6 cada microtubo sin sobrepasar el nivel del tubo. Para las pruebas que

se llevan a cabo bajo una atmoésfera de anaerobiosis (arginina dihidrolasa y
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ureasa) se rellenaron los microtubos hasta el borde de la cipula con aceite de
parafina. Finalmente se cerr6 la cdmara y se incub6 durante 18-24 h a 37°C.

Lectura e interpretacion de resultados. Después de la incubacion se agrego 1

gota de los reactivos indicados por el fabricante para las pruebas de reduccion
de nitratos a nitritos, fosfatasa alcalina y Voges-Proskauer, posterior a esto la
galeria abierta se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos, trascurrido
este tiempo el resultado de cada prueba fue interpretado de manera visual de
acuerdo al esquema provisto por el sistema API® Staph (Figura 4a y 4b), y
estos fueron depositados en el software que se encuentra en la plataforma

apiweb™: http://apiweb.biomerieux.com/, en la cual aparece como resultado

final la especie a la que corresponde cada aislamiento.

Durante todo el proceso de identificacion bioquimica se empleo como control la cepa

ATCC de S. hominis 27844.

a)
GLU FRU MNE MAL LAC TRE MAN  XLT MCL SAC MDG NAG AQ__!
0 GLU  FRU 'AN( MAL l/\(‘ TRE MAN  XLT MCL SAC MDG NAG ADH  URE

Figura 5. Esquema de colores para la interpretacion de las pruebas. a) Pruebas negativas, b) Pruebas

positivas.
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4.4 Identificacion molecular

Para confirmar la identidad de los aislamientos que resultaron como S. hominis
mediante las pruebas bioquimicas, se llevo a cabo la amplificacion y secuenciacion

de los genes 16S rRNA y tuf.

4.4.1 Obtencion de DNA bacteriano por lisis térmica

Para llevar a cabo la obtencion del material genético de los aislamientos, éstos se
sembraron en placas de agar sangre, las cuales se incubaron durante 24 h a 37°C,
posterior a esto se prepard una suspension bacteriana en un tubo eppendort estéril,
para lo cual se tomo un indculo entre 8-10 colonias del cultivo puro y se homogenizo
mediante agitacion con vortex en 50 uL de agua destilada estéril, ésta suspension se
someti6 a ebullicion (Bafio de agua LAB-LINE®, Imperial 1V) llevandola a 100°C
durante 5 minutos, posterior a esto se centrifugd por 5 minutos a 14, 000 rpm
(Centrifuga Labnet, Hermle Z 233 MK-2), se descarto el precipitado y el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo eppendorf estéril. E1 DNA obtenido fue

almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

4.4.2 Amplificacion del gen 16S rRNA

Se realizé una PCR de tiempo final empleando el material genético obtenido
por el método de lisis térmica y con los iniciadores reportados previamente en 2004
por Pei y cols.(27). Las secuencias de los iniciadores empleados son las siguientes:
16S rRNA-Forward 5’-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3" y 16S rRNA-Revers 5’-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" (Eurofins MWG Operon, Huntsville, AL,
E.U.A.); los cuales generan productos de PCR =1500 pb.
Para la mezcla de PCR anadieron 2 ul. de DNA a 48 uL de una mezcla de

reaccion compuesta por: buffer de reaccion NHy 1X pH 8.8, MgCl,, 1.5 mM,
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dNTP’s 0.8 mM, cada iniciador a 15 pMol y 2 U de Tag DNA polimerasa (Bioline,
USA Inc., Boston, MA, E.U.A.). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo de 3 min a 95°C para la desnaturalizacion inicial; seguido por 35
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 50°C por 1 min,
elongacion a 72°C por 1 min y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 1 min para la
elongacion final (Termocicladores: “PCR Sprint, Hybaid; PxE 0.2 Thermal Cycler,
Thermo Electron Corporation y MultiGene, Labnet).

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizd una
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% empleando una camara de

electroforesis Thermo Maxicell® Primo EC 340, el cual se sometié a 120 V por 45

min y se tind con bromuro de etidio (2 ug/mL), se emple6 un marcador de peso
molecular de 200-10,037 pb (HyperLadder™ I, Bioline, USA Inc., Boston MA,
E.U.A.). Finalmente el gel se reveld en un transiluminador con luz UV a 254 nm
empleando un fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom.
Las imégenes fueron documentadas en formato digital mediante el software

Labworks™.

4.4.3 Amplificacion del gen tuf

Se realizé una PCR de tiempo final empleando el material genético obtenido
por el método de lisis térmica y con los iniciadores reportados previamente en 2001
por Martineau y cols. (79). Las secuencias de los iniciadores empleados son las
siguientes: TStaG422 5°’-GGCCGTGTTGAACGTGGTCAAATCA-3’ y TStag765
5’- TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA-3’ (Eurofins MWG Operon, Huntsville,
AL, E.U.A.); los cuales generan productos de PCR =370 pb.

Para la mezcla de PCR se afiadieron 4 uL de DNA a 46 uL de una mezcla de

reaccion compuesta por: NHs 1X pH 8.8, MgCl, 1.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, cada
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iniciador a 10 pMol y 2 U de Tag DNA polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA,
E.U.A.). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 3 min a
94°C para la desnaturalizacion inicial; seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 45 s, alineamiento a 50°C por 45 s, elongaciéon a 72°C por 45 s y por ultimo
1 ciclo a 72°C por 3 min para la elongacion final.

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizd una
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio (2 ug/mL), el cual se sometid a 100 V por 45 min, empleando un marcador de
100-1,000 pb (HyperLadder™ IV, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Por
ultimo, el gel se revelo en un transiluminador con luz UV a 254 nm y las imagenes se
documentaron en formato digital.

Enseguida se verifico la presencia de los productos esperados mediante una
electroforesis convencional posterior a esto los productos se purificaron mediante el

método de precipitacion con etanol.

4.4.4 Purificacion de productos de PCR: método de precipitacion con
etanol
1. Cada producto de PCR (50 uL) fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5
mL con 5 uL de acetato de sodio 3 M pH 4.6 y 100 uL de etanol al 95%.
2. La mezcla se homogeniz6 por agitacion con vortex y se mantuvo a -20°C
durante 30-40 min.
3. Se centrifug6 por 20 min a 14, 000 rpm y se descarté el sobrenadante.
4. Se lavo con 300 uL de etanol al 70% y se agito en vortex.
5. Se centrifug6 en frio por 10 min a 14, 000 rpm y se descart6 el sobrenadante.
6. El sedimento se dejo secar a temperatura ambiente toda la noche

7. Se resuspendid en 50 uL de agua estéril grado molecular.
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Una vez que los productos fueron purificados, se enviaron al Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM) para su
secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron alinecadas e
identificadas mediante la Herramienta de Busqueda y Alineamiento Local Bésico
(BLAST) disponible en la plataforma del Centro Nacional de Informacion

Biotecnologica (NCBI): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. En base a estos datos los

aislamientos fueron identificados como S. hominis, cuya secuencia presentd un
porcentaje de homologia igual o mayor al 98% con esta especie dentro de la

plataforma ya mencionada.

La identificacion definitiva se determindé tomando como pardmetro la
concordancia entre los resultados de las identificacion bioquimica con la

identificacion molecular.
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4.5 Determinacion de clonas: electroforesis en gel de campos pulsados (EGCP)

Para identificar y determinar la presencia de clonas, los aislamientos

1dentificados definitivamente como S. hominis fueron sometidos a electroforesis en

gel de campos pulsados. Se tomd como referencia la metodologia sugerida para S.

aureus (80, 81) con algunas modificaciones recomendadas para S. hominis (61). El

protocolo que se llevo a cabo fue el siguiente:

1% dia
1.

2° dia

3* dia

Se sembraron los aislamientos en agar soya tripticaseina (TSA) en placa.

A partir del cultivo anterior se inocul6 una asada de una sola colonia en 5 mL
de caldo triptona soya (TSB). Se incubaron hasta fase exponencial (16-18 h)

a37°C.

Se fundi6 agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos Pulsados, Bio-
Rad, Inc., CA, E.U.A.) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo
entre 40-42°C mediante calentamiento en bafio de agua. Se prepararon 150
uL de agarosa por cada muestra

Se transfirieron 2 mL de cultivo liquido a un microtubo y se centrifugd por 5
min a 14,000 rpm

Se elimino todo el sobrenadante sin remover la pastilla

Se anadio a la pastilla 1 mL de PIV frio, se agitd en vortex hasta disolver y se
centrifugd por 5 min a 14000 rpm

Se prepard una mezcla de reaccidon para la lisis celular: lisozima (Biotech,

Bio Basic, Inc., Ontario, Canada), lisostafina (Sigma-Aldrich Co., E.U.A.) y
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

RNAsa (Epicentre, Inc., Madison, WI, E.U.A.) a concentraciones de 10

mg/mL
Reactivo Volumen necesario | Cantidad a afiadir
Lisozima 10 uL/muestra 0.1 mg/muestra
Lisostafina 10 uL/muestra 0.1 mg/muestra
RNAsa 5 uL/muestra 10 uL/muestra

Posterior a eso se afladieron a la mezcla las 3 enzimas al buffer EC que
cambia a EC-lisis y se dejo a temperatura ambiente (se preparé 1 mL de EC
por muestra)

Se elimino6 el PIV de cada tubo

Se anadieron 410 uL. de PIV a cada muestra y se agitd en vortex para disolver
la pastilla

Se colocaron 150 uL de agarosa fundida a cada tubo, uno por uno, se agit6 en
vortex, esto se realiza una muestra a la vez para evitar que solidifique la
agarosa.

Para preparar un disco de agarosa: se colocaron 35 uL de la muestra con
agarosa sobre un portaobjetos estéril forrado con papel parafilm (se
prepararon entre 5-7 discos por muestra)

Se dejaron enfriar los discos a temperatura ambiente por 5 min y se
transfirieron a un tubo de 15 mL

Se afiadio 1 mL de EC-lisis al tubo y los discos se llevaron al fondo, sin
agitar en exceso para evitar que se rompan.

Se incub6 por 3 ha 37°C

Se prepar6 una solucion ESP (1 mL por muestra): se afiadio 1 mg de

proteinasa K a 1 mL de ES
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16.

17.

4° dia

18.

19.

5° dia

20.

21.

22.

23.

El sobrenadante de EC-lisis se decantd con una gasa estéril, teniendo cuidado
de no desechar los discos
Se afiadié 1 mL de solucion ESP y se incub6 toda la noche a 37°C (minimo

17 h).

La solucion se filtrd con una gasa estéril, y se afiadio 13 mL de TE 1X
Se agit6 por inversion 1 h, y los pasos 18 y 19 se repitieron 5 veces, posterior
a estos lavados los tubos con buffer TE 1X se almacenaron a 4°C hasta el

siguiente dia.

Se prepar6 el buffer para la restriccion 10X (Takara Bio Inc., Shiga, Japon)

de la siguiente manera:

Reactivo 1 reaccion
Buffer 10X (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, KCI 100 mM,
EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM, Tritéon X-100 0.15%, BSA S5ulL
0.01%, Glicerol 50%)
Agua estéril grado molecular 35ul

Se transfirieron con pinzas los discos a un microtubos de 2 mL y se afiadieron
40ulL de buffer de restriccion (sin enzima) y se incubd a temperatura

ambiente durante 30 min para atemperar.

Se prepar6 la enzima Xho 1 (Takara Bio Inc., Shiga, Japon) de la siguiente
manera:
Reactivo 1 reaccion
Buffer 10X SulL
Agua estéril grado molecular 33 ulL
Enzima Xho 1 (10 U/ul) 2 ul
Se colocaron los discos en las paredes del microtubo para poder sacar los 40

uL del buffer de restriccion sin enzima.
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24.

6° dia

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Se anadieron los 40 uL del buffer de restriccion con enzima y se incub6 toda

la noche a 37°C.

Se limpid el equipo (CHEF-DR® III Pulsed Field Electrophoresis Systems,
Bio-Rad) con agua destilada estéril y una pequefia cantidad de cloro (10 mL
aproximadamente) y se dejé por 20 min, se saco el agua y se repetio el
procedimiento pero sin cloro.

Se sacaron los discos de la incubacion, y se afiadieron 4 ulL de buffer de
carga 10X que contiene: SDS 0.9%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.05%
(Takara Bio Inc., Shiga, Japon).

Se prepararon 7 L de TBE 0.5X

Se prepard el equipo, se verificd que no tuviera corriente y se apagd la bomba
Se prepar6 el gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer, y se prepar6é un
excedente de 10 mL.

Los 5 L de TBE 0.5X se afiadieron a la camara y se dejo hasta que el equipo
alcanzara los 14°C

Se vaci6 la agarosa a la placa, se colocd el peine, y los 10 mL excedentes de
agarosa se dejaron en bafio de agua a 50°C

Los discos de agarosa se colocaron en el gel, el marcador de PM al principio
y al final, los pocillos se cubrieron con el gel con la agarosa que estaba a
50°C

El gel se colocd en el equipo y programaron las siguientes condiciones:
primer bloque T inicial 2 s, T final 20 s, tiempo de corrida 11 h; segundo
bloque T inicial 2 s, T final 7 s, tiempo de corrida 15 h; voltaje 6 V, angulo

120.
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7° dia
34. Se retiro el gel del equipo y se tifid con bromuro de etidio 1 ug/mL por 5 min
y se enjuago con agua destilada, por ltimo se reveld en un transiluminador

con luz UV a 254 nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems.

EpiChemi 3 Darkroom).

El analisis del patron de bandas se realizd de manera visual tomando en cuenta
los criterios establecidos para esta técnica (82); y con ello se cre6 una base de datos
la cual fue analizada por el programa estadistico SPSS® version 20, utilizando el
método de conglomeracion del vecino més proximo con la medida binaria de Jaccard
y como resultado final se obtuvo un dendograma con el objetivo de establecer los
porcentajes de similitud entre los patrones de restriccion de los aislamientos para

poder determinar la presencia de clonas.

4.6 Determinacion del fenotipo de resistencia a los antibioticos

Para determinar la resistencia a meticilina se realizo la prueba de difusion en
disco con cefoxitina (83). Posterior a esto, se realizaron pruebas de susceptibilidad a
diversos antibidticos por el método de microdilucion en caldo (84). La lectura de los
resultados fue de manera visual y la interpretacion de éstos fue de acuerdo a lo

estipulado en el documento M100-S2 del CLSI (85).

4.6.1 Prueba de susceptibilidad a meticilina: difusion en disco con cefoxitina
A partir de un cultivo joven en agar sangre se prepard un inoculo en solucion
salina por suspension directa de las colonias, el cual se ajust6 a una turbidez de 0.5
de la escala de McFarland (1-2 x 10® UFC/mL aproximadamente). Enseguida se

inoculd la suspension preparada en agar Miieller-Hinton, con un hisopo estéril se
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estrid de manera homogénea en toda la superficie de la placa, se dejo secar durante
3-5 minutos y con una pinza estéril se coloco el disco de cefoxitina al centro de la
placa. Se incub6 durante 24 h a 37°C y se midieron los halos de inhibicion. Para el
control de calidad se empled la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. La

interpretacion fue de acuerdo a los siguientes criterios:

Diametro de la zona de inhibicion (mm)
Susceptible Resistente

>25 <24

4.6.2 Pruebas de susceptibilidad a los antibioticos: microdilucion en caldo

Los antibioticos y las concentraciones utilizadas se seleccionaron en base a lo
establecido por el CLSI (figura 6) y fueron adquiridos de la casa comercial Sigma
Aldrich® (Toluca, Estado de México). Como primer paso todos los aislamientos
fueron sembrados en agar Miieller-Hinton y se incubaron por 24 h a 37°C. Por cada
aislamiento se prepar6 una placa de 96 pocillos (12 x 8) con diluciones seriadas de
los antibioticos a evaluar de la manera que se especifica en la figura 6. Las placas se
llenaron utilizando una pipeta multicanal con 200 pL de la concentracion mas alta de
antimicrobiano en la primera celda de cada antibiotico. Posteriormente se afiadi6 un
volumen de 100 pL de caldo Miieller-Hinton en todos los pocillos con excepcion de
los que tienen los antibidticos con la concentracion mas alta y las diluciones se
realizaron haciendo pases consecutivos de 100 pL (2 ala3,3 ala4,4 ala5 etc) de
una celda a la otra empleando una micropipeta y se eliminaron 100 pL de la Gltima
celda de cada antibidtico, de tal manera que antes del indculo todas las celdas
quedaran con un volumen total de 100 puL. Los dos ultimos pocillos de la tltima fila

se dejaron como controles negativos.
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Posterior a la incubacion de los cultivos, se prepararon los inoculos por
suspension de las colonias en 5 mL de solucion salina que se ajustd a una turbidez de
0.5 de la escala de McFarland, enseguida se realizd una dilucion 1:10 en 15 mL de
caldo Miieller-Hinton. El indculo final fue de 5 x 10° UFC/mL y enseguida (15
minutos antes tras su preparacion) se transfirieron con una pipeta multicanal 100 pL
del indculo a cada pocillo de la placa, con excepcion de los controles negativos.

Las placas se incubaron a 37°C durante 16-20 horas. Para evitar diferencias de
temperatura en la incubacion de bloques de placas de microtitulacién no se apilaron
mas de cuatro a cinco placas dentro de la incubadora. Después del periodo de
incubacion se procedid a realizar la lectura de los resultados. La CMI se definio
como la menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhiba
completamente el crecimiento del microorganismo en estudio. La interpretacion de
los resultados se realizd6 tomando como referencia el crecimiento observado en los
pocillos usados como control positivo. Los controles positivos presentan una clara
turbidez o un botdn de al menos 2 mm de didmetro. Para la lectura se utiliz6 un
lector con espejo en el que se reflejo la parte inferior de la placa de microtitulacion.

Para el control de calidad se emple6 la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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+ PEN | PEN | PEN | PEN | VAN | VAN | VAN | VAN | VAN | VAN | VAN
1 0.5 0.25 | 0.125 | 32 16 8 4 2 1 0.5
AMP | AMP | AMP | AMP | AUG | AUG | AUG | AUG | AUG | ERY | ERY | ERY
1 0.5 0.25 | 0.125 | 16/8 8/4 4/2 2/1 1/0.5 16 8 4
ERY | ERY | ERY | ERY | ERY | TET | TET | TET | TET | TET | TET | CIP
2 1 0.5 0.25 | 0.125 | 32 16 8 4 2 1 8
CIp CIp CIP CIP CIP | NIT | NIT | NIT | NIT | NIT | NIT | CTX
4 2 1 0.5 0.25 256 128 64 32 16 8 64
CTX | CTX | CTX | CTX | CTX | CTX | TMP | TMP | TMP | TMP | TMP | CHL
32 16 8 4 2 1 32 16 8 4 2 64
CHL | CHL | CHL | CHL | CHL | RIF | RIF RIF RIF RIF RIF | LZD
32 16 8 4 2 8 4 2 1 0.5 0.25 16
LZD | LZD | LZD | LZD | GEN | GEN | GEN | GEN | GEN | GEN | DAP | DAP
8 4 2 1 32 16 8 4 2 1 8 4
DAP | DAP | DAP | DAP - -
2 1 0.5 0.25

Figura 6. Esquema de la distribucion de los antibioticos y las concentraciones (ug/mL) utilizadas en
la placa de microtitulacion. PEN: penicilina, AMP: ampicilina, AUG: amoxicilina-acido clavulanico,
ERY: eritromicina, TMP: trimetoprim, CIP: ciprofloxacino, TET: tetraciclina, DAP: daptomicina,
CHL: cloranfenicol, GEN: gentamicina, RIF: rifampicina, NIT: nitrofurantoina, CTX: cefotaxima,
VAN: vancomicina, LZD: linezolid.

4.7 Tipificacion del SCCmec

Para lograr la tipificacion del casete, se llevd a cabo una estrategia
experimental basada en dos metodologias distintas sugeridas para la S. aureus en
2005 y 2007 por Zhang y cols., y Kondo y cols. respectivamente (75, 76). Para
ambos métodos se realizaron cultivos de los aislamientos en agar sangre a 37°C por

24 h y a partir de ellos se obtuvo el DNA por lisis térmica, mismo que se utilizé para

las PCR’s.

4.7.1 Método de Zhang y cols.

Se realizaron cuatro PCR’s, tres multiples y una convencional, la primera de
ellas para determinar el tipo de casete, la segunda para la clase de mec, la tercera para
el tipo de ccr y la tltima para clase de ccrC.

Para las cuatro PCR’s los volumenes de reaccion se estandarizaron de la

manera siguiente: se afiadieron 5 uLL de DNA a 20 uL de una mezcla de reaccion
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compuesta por buffer de reaccion NH4 1X pH 8.8, MgCl, 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM,
1 U de Tag DNA polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y los
iniciadores (Eurofins MWG Operon, Huntsville, AL, E.U.A) se anadieron en
diferentes concentraciones (tabla 3).

Las tres primeras PCR’s (tipo de casete, mec y ccr) se realizaron bajo las
siguientes condiciones de amplificacién: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la
desnaturalizacion inicial; seguido por 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 s,
alineamiento a 65°C por 45 s, elongacion a 72°C por 1.5 min; y otros 25 ciclos a
94°C por 45 s, 55°C por 45 s, 72°C por 1.5 min; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 10
min para la elongacion final.

Para la PCR convencional (determinacion de ccrC) las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalizacion
inicial; seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a
50°C por 45 s, elongacion a 72°C por 45 s; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 10 min

para la elongacion final.

4.7.2 Método de Kondo y cols.

Se realizaron seis PCR’s multiples: M-PCR 1 y M-PCR 2, para determinar el
tipo de casete; M-PCR 3 y M-PCR 4, para asignar el subtipo de casete en base a los
elementos contenidos en la region de union 1; M-PCR 5 y M-PCR 6 para identificar
plasmidos y transposones en la region de union 3.

La secuencia de los iniciadores (Alpha DNA, Montreal, Canadd) y region de
amplificacion se encuentran en la tabla 4.
Para M-PCR 1 los volimenes de reaccion fueron los siguientes: se afiadieron

2 uL de DNA a 23 uL de una mezcla de reaccion compuesta por buffer de reaccion
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NH4 1X pH 8.8, MgCl, 3.2 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1.25 U de Tag DNA polimerasa
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y 0.1 uM de cada iniciador. De M-PCR 2 a
M-PCR 5 los volumenes de reaccion fueron iguales que para la M-PCR 1, excepto
por la concentracion de MgCl, que fue de 2 mM. Para la M-PCR 6 se emple6 un kit
de reaccion que incluye 7ag DNA polimerasa de alta eficiencia (Platinum®,
Invitrogen, Foster City, CA, E.U.A), y la mezcla de reaccion para un volumen final
de 25 uL fue: 2 uL DNA, buffer de alta eficiencia 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8§,
EDTA 0.1 mM, DTT ImM, glicerol 50%), dNTP’s 0.8 mM, MgSO4 2 mM, cada

iniciador 0.2 uM y 1.25 U de Taq DNA polimerasa de alta eficiencia.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: para M-PCR 1, 1
ciclo de 2 min a 94°C para la desnaturalizacion inicial; seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 2 min, alineamiento a 57°C por 1 min, elongacion a
72°C por 2 min; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 2 min para la elongacion final. Para
las M-PCR 2 a M-PCR 5 se emplearon las mismas condiciones de amplificacién que
en la M-PCR 1, excepto por la temperatura de alineamiento que fue de 60°C. Para la
M-PCR 6, 1 ciclo de 2 min a 94°C para la desnaturalizacién inicial; seguido por 10
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 15 s, alineamiento a 50°C por 30 s, elongacion
a 68°C por 8 min; y otros 20 ciclos a 94°C por 15 s, 50°C por 30 s, 68°C por 12 min;

y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 7 min para la elongacion final.
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Tabla 3. Iniciadores empleados en la tipificaciéon del SCCmec por el método de

Zhang y cols.

Iniciador Secuencia (5'-3") [uM]*® (pb)b Especificidad
Tipo I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 0.048 613 SCCmec 1
Tipo I-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC
Tipo II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 0.032 398 SCCmec 11
Tipo II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC
Tipo II-F CCATATTGTGTACGATGCG 0.04 280 SCCmec 111
Tipo III-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG
Tipo IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 0.104 776 SCCmec IVa
Tipo IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG
Tipo IVb-F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 0.092 493 SCCmec IVDb
Tipo IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC
Tipo IVc-F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 0.078 200 SCCmec 1Vc
Tipo IVc-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG
Tipo IVd-F5 CTCAAAATACGGACCCCAATACA 0.28 881 SCCmec 1Vd
Tipo IVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG
Tipo V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 0.06 325 SCCmec V
Tipo V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC
MecA147-F GTGAAGATATACCAAGTGATT 0.046 147 mecA
MecA147-R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT
mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT 0.08 146 mec clase A
mecl-R ATATCATCTGCAGAATGGG
1S1272-F TATTTTTGGGTTTCACTCGG 0.08 1,305  mec clase B
mecR1-R CTCCACGTTAATTCCATTAATACC
ccrAB-f2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 0.08
ccrAB-a2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 0.08 700 cer tipo 1
ccrAB-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 0.08 1,000  ccr tipo 2
ccrAB-04 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 0.08 1,600  ccrtipo 3
ccrC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC 0.08 336 cer tipo 5
ccrC-R GATTTAGAATTGTCGTGATTGC

a .y e . . .y . .y
Concentracion del iniciador requerida para la reaccion de amplificacion

b Tamafio del producto esperado
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Tabla 4. Iniciadores empleados para la tipificacion del SCCmec por el método de

Kondo y cols.
Producto
Iniciador Secuencia (5°- 3") Genes o alelos (pb)
M-PCR 1
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA (mA1- 286
mA?2)
mA?2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA
1 AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrdl-cerB ( 1- 695
BBc)
2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT ccrd2-cerB ( 2- 937
BBc)
3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrd3-cerB ( 3- 1,791
BBc)
Bc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
4.2 GTATCAATGCACCAGAACTT ccrd4-ccrB4 ( 1,287
4.2-B4.2)
34.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT
R CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT ccrC(R-F) 518
F CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
M-PCR 2
ml6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecA- 1,963
mecl(mA7-ml6)
1S7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG mecA-1S1272 2,827
IS2(iS-2) TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT upstream de 804
mecA (mA7-
IS7)
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA-1S431
upstream de
mecA (mA7-
1S2[iS-2])
M-PCR 3
1a3 TTTAGGAGGTAATCTCCTTGATG E007 en tipo 154
1.1SCC mec
(1a3-la4)
lad TTTTGCGTTTGCATCTCTACC
4al TTTGAATGCCCTCCATGAATAAAAT CQO02 en tipo 458
V.1(IVa)
SCCmec (4al-
4a3)
4a3 AGAAAAGATAGAAGTTCGAAAGA
4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT MO0O01 en tipo 726
IV.2(IVb)
SCCmec(4b3-
4b4)
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT
4c4 AGGAAATCGATGTCATTATAA CROO0S en tipo 259
IV.3(IVc)
SCCmec (4c4-
4c5)
4c5 ATCCATTTCTCAGGAGTTAG
4d3 AATTCACCCGTACCTGAGAA CDO002 en tipo 1,242

IV.4(IVd)SCCm
ec (4d3-4d4)
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4d4

AGAATGTGGTTATAAGATAGCTA

M-PCR 4

kdpB1 GATTACTTCAGAACCAGGTCAT kdpBintypell.1(I 287
[a)SCCmec
(kdpB1-kdpB2)

kdpB2 TAAACTGTGTCACACGATCCAT

2b3 GCTCTAAAAGTTGGATATGCG SAOI en tipo 1,518
I1.2 (IIb)
SCCmec (2b3-
2b4)

2b4 TGGATTGAATCGACTAGAATCG

4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT ITEO3 en tipo 726
L.3(IIE)
SCCmec
orMO001 en tipo
IvV.2(IVb)
SCCmec (4b3-
4b4)

4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT

114-3 GTACCGCTGAATATTGATAGTGAT RNO6 en tipo 2,003
11.4SCCmec
(114-3-114-1)

114-1 ACTCTAATCCTAATCACCGAAC

3al ATGGCTTCAGCATCAATGAG 7004 en tipo 503
III.1SCCmec
(3al-3a2)

3a2 ATATCCTTCAAGCGCGTTTC

Sal ACCTACAGCCATTGCATTATG V024 en tipo 1,159
VSCCmec (5al-
a2)

S5a2 TGTATACATTTCGCCACTAGCT

M-PCR 5

ermAl TGAAACAATTTGTAACTATTGA ermA-CNO030 o 2,756
CZ021 en J2
region tipo
II.1(ITa) o tipo
III.1SCCmec
(ermA1-mN5)

cad4 ATTGCGATTCTTTCCGATATGG cadB-CN0300 1,540
CzZ021 inJ2
region tipo
II.1(ITa) o tipo
III.1SCCmec
(cad4-mN5)

M-PCR 6

antl CAGACCAATCAACATGGCACC mecA-ant(4") en 4,952
pUBI110(mAl-
antl)

pT181-2 AGGTTTATTGTCACTACAATTGA mecA- 7,406
tetKinpT181(m
Al-pT181-2)

mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG
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4.8 Elucidacion de la estructura tedrica del nuevo SCCmec de S. hominis

Para construir la estructura tedrica de los aislamientos seleccionados como
candidatos a un nuevo casete, lo primero que se realizé fue un analisis de los
resultados obtenidos de la tipificacion y a partir de estos se determinaron los
complejos de genes mec y genes ccr localizados en cada casete. Con apoyo de las
bases de datos proporcionadas por el Grupo Internacional de Trabajo del SCC (IWG-

SCC), en la plataforma http://www.staphylococcus.net/ se compararon los complejos

genéticos encontrados en este estudio con los descritos para S. aureus y algunas
especies de ECN, y de esta manera se definié la localizacion aproximada de los
elementos. De acuerdo a los resultados del fenotipo de resistencia a los antibioticos
se infiri6 la presencia de algunos elementos genéticos como plasmidos o
transposones, mismos que son acarreadores de genes asociados a la resistencia de

diferentes clases de antibidticos (tabla 5).

Tabla 5. Genes de resistencia localizados en elementos moviles dentro del

SCCmec (72).

Elemento genético Tipo de SCCmec Gen Resistencia
pUB110 I 1L IVa ble bleomicina
antd’ tobramicina
ermA eritromicina
Tns54 II, SCCHg, VIII na
aad9/spc estreptomicina
SCChg I mer mercurio
pT181 I tet tetraciclina
WTn554 I cad cadmio
Tn4001 v aacA-aphD  aminoglucdsidos
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Identificacion bioquimica y molecular

De los 103 aislamientos incluidos, se identificaron 57 (55%) S. epidermidis,
11 (13%) S. haemolyticus, 4 (4%) S. cohnii, 2 (2%) S. xylosus, 1 (1%) S. capitis, 1
(1%) S. lentus, 1 (1%) S. chromogenes, 1 (1%) S. lugdunenesis y 22 (21%) S.
hominis. (tabla 6). El estudio se continu6 con los 22 aislamientos de S. hominis, de

los cuales 21 fueron aislados de sangre y 1 de LCR.

Tabla 6. Resultados de la identificacidn de los aislamientos de ECN

N° Identificacion de acuerdo a: .
) . ID definitiva
aislamientos A py gaph 16S rRNA tuf
56 S. epidermidis ND ND
10 S. haemolyticus ND ND
4 S. cohnii ND ND
2 S. xylosus ND ND
1 S. sciurii ND ND
1 S. capitis ND ND
1 S. lentus ND ND
1 S. chromogenes ND ND
1 S. lugdunensis ND ND
1 S. hominis S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
3 S. hominis S. haemolyticus S. haemolyticus  S. haemolyticus
20 S. hominis S. hominis ND S. hominis
2 S. hominis S. xylosus/ S. hominis  S. hominis S. hominis

ND: no determinado

Para la identificacion definitiva de S. hominis se tomd como pardmetro la concordancia entre la

identificacion bioquimica y la identificacion por un método molecular.
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5.2 Caracterizacion de S. hominis por EGCP

La enzima Xhol gener6 un perfil de bandas entre 9 y 14 fragmentos de
restriccion (figura 4a). En base a los patrones de restriccion se generd un
dendograma en el que se observdo que el porcentaje de similitud entre los
aislamientos, fue entre un 0% y 95% (figura 4c). Se presentaron 22 patrones de
restriccion diferentes, por lo tanto no se detectd la presencia de clonas. En base a

estos resultados se decidid continuar con el estudio incluyendo el total de los

aislamientos.
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Figura 7. Resultado de la determinaciéon de clonas por EGCP. A) Imagenes del gel de EGCP que
muestra los patrones de bandas después de la digestion con la enzima X#ol, b) nimero de aislamiento,

¢) dendograma generado por el software SPSS® version 20 utilizando el método de conglomeracion

del vecino mas proximo con la medida binaria de Jaccard.
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5.3 Fenotipo de resistencia de S. hominis

Se determind que de los 22 aislamientos, 18 mostraron resistencia fenotipica a
oxacilina de acuerdo a la prueba de cefoxitina (30 ug), mediante el método de
difusién en disco. Tres de los cuatro aislamientos que resultaron susceptibles a
oxacilina, presentaron resistencia a los antibidticos f-lactamicos. El 95% (21/22) de
los aislamientos fueron resistentes al menos a cinco antibidticos evaluados por el
método de microdilucién en caldo, incluidos los B-lactamicos (tabla 7). No se detecto
resistencia a linezolid ni a vancomicina. La CMI de cada antibiotico, asi como los
porcentajes de resistencia se muestran en la tabla 8.
No se observo correlacion entre los resultados del fenotipo de resistencia a los

antibioticos con la caracterizacion molecular por EGCP.

Tabla 7. Resultados de la determinacion de resistencia a oxacilina y perfil de

resistencia a los antibioticos

Aislamiento Suscep tll.)l.hdad Perfil de resistencia a los antibiéticos
a oxacilina

397 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, TMP, RIF, GEN

501 S PEN, AMP, AUG, ERY, CIP

1786 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, NIT, CTX,TMP, CHL, RIF, GEN, DAP
8115 R PEN, AMP, AUG, ERY, CIP, TMP, CHL

8122 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, TMP, CHL

8125 S PEN, AMP, AUG, ERY, TMP

8127 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, DAP

8129 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, GEN

8144 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, TMP

8179 R PEN, AMP, AUG, TMP, CHL, DAP

9241 S ERY

9989 R PEN, AMP, AUG, ERY, CIP, TMP, CHL

9994 R PEN, AMP, AUG, ERY, TMP, CHL, GEN
10239 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, TMP
10866 R PEN, AMP, AUG, ERY, CIP, TMP, DAP
11200 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, NIT, TMP, RIF, DAP
11477 S PEN, AMP, AUG, ERY, DAP
11621 R PEN, AMP, AUG, ERY, TMP, CHL, DAP
11628 R PEN, AMP, AUG, ERY, CIP, TMP, GEN, DAP
11630 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, TMP, GEN
11631 R PEN, AMP, AUG, ERY, TET, CIP, CTX, TMP, CHL, RIF, GEN, DAP
11634 R PEN, AMP, AUG, ERY, DAP

PEN: penicilina, AMP: ampicilina, AUG: amoxicilina-acido clavulanico, ERY: eritromicina, TMP: trimetoprim,
CIP: ciprofloxacino, TET: tetraciclina, DAP: daptomicina, CHL: cloranfenicol, GEN: gentamicina, RIF:
rifampicina, NIT: nitrofurantoina, CTX: cefotaxima, VAN: vancomicina, LZD: linezolid

43



Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria y porcentaje de resistencia de cada

antibiotico evaluado por el método de microdilucion en caldo para los 22

aislamientos.
CMI 5 CMI Rango Resistencia

Antibidtico (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) n (%)
PEN >1 >1 <0.125 ->1 21 (95)
AMP >1 >1 <0.125 ->1 21 (95)
AUG >16/8 >16/8 4/8 - >16/8 21 (95)
ERY 8 >32 4->16 21 (95)
TMP >32 >32 <2->32 17 (77)
CIpP 2 >8 <0.125->8 11 (50)
TET 8 >32 <1->32 10 (45)
DAP 1 >8 <0.25 ->8 10 (45)
CHL 8 >64 4->64 8 (36)
GEN 4 16 <1->32 7 (32)
RIF <0.25 4 <0.25 ->8 4 (18)
NIT 16 64 16 - >256 2(9)
CTX 8 32 <1 - >64 2(9)
VAN 1 16 <0.5-16 0
LZD 2 2 <1-2 0

PEN: penicilina, AMP: ampicilina, AUG: amoxicilina-acido clavulanico, ERY: eritromicina, TMP: trimetoprim,
CIP: ciprofloxacino, TET: tetraciclina, DAP: daptomicina, CHL: cloranfenicol, GEN: gentamicina, RIF:
rifampicina, NIT: nitrofurantoina, CTX: cefotaxima, VAN: vancomicina, LZD: linezolid

5.4 Tipificacion del SCCmec de S. hominis

En la tipificacion de los 22 aislamientos por las metodologia de Kondo y
Zhang, el 81.8% (18/22) de los aislamientos presentaron el gen mecA, lo cual se
demostré por ambas metodologias (tabla 9). Los resultados de la tipificacion por la
metodologia de Kondo mostraron datos incompletos para la determinacion de los
tipos de complejos recombinasa y mec, debido a que s6lo en la primer PCR multiple
se presentaron amplificaciones, las cuales correspondieron al gen mecA y a los alelos
ccrAl-ccrB, ccrA2-ccrB, ccrA3-ccrB 'y ccrA4-ccrB4 de los casetes tipo 1.1, 1.1, TI1.1
y VI respectivamente. Por lo anterior, no es valido inferir los tipos de elementos

estructurales del casete a partir de los resultados obtenidos por la metodologia de
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Kondo. Por otro lado, los resultados de la tipificacion por el método de Zhang
proporcionaron datos sobre los tipos de complejos genéticos basicos del casete, en
los cuales se mostr6 que de los 18 aislamientos que presentaron el gen mecA, ocho
fueron no tipificables, debido a que no amplificaron para ningin complejo ccr. S6lo
un aislamiento mostr6 la estructura correspondiente al casete tipo IIl de S. aureus.
Nueve aislamientos presentaron una estructura diferente a las descritas en S. aureus:
dos aislamientos mostraron casete tipo III, complejo mecA clase A, complejo ccr tipo
1; cuatro aislamientos, casete tipo III, complejo mecA clase A, complejo ccr tipo 1y
5; un aislamiento, casete tipo III, complejo mecA clase A, complejo ccr tipo 5; un
aislamiento casete tipo Il y IVb, complejo mecA clase A, complejo ccr 1y 5; un
aislamiento casete tipo I1I, IVa y IVb, complejo mecA clase B, complejo ccr tipo 5
(tabla 9). Tomando como base estos resultados, se seleccionaron los aislamientos
397, 8115 y 10239 como candidatos a un nuevo casete, debido a que presentaron la

mayor discrepancia con los casetes descritos para S. aureus.
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Tabla 9. Resultado de la tipificacion molecular del SCCmec

Aislamiento Tipo SCCmec Complejo Complejo Tipo de SCCmec  Tipo de estructura
(Zhang) mec (Zhang)  ccr (Zhang) (Kondo) del SCCmec

397 IIL, IVb A 1+5 L1+111 nuevo

501 - - - - NP

1786 IVa B - 1.1 + VI NT

8115 111 A 1+5 L1 +111 nuevo

8122 111 A 1+5 IL.1 nuevo

8125 - - - - NP

8127 111 A - L1+1I1 NT

8129 111 A 1 1.1 nuevo

8144 111 A - 1I.1 NT

8179 111 A 3 1.1 +1I1 Tipo Il de S. aureus
9241 - - - = NP

9989 111 A 1 L1+1L1+ VI nuevo

9994 I A 5 II.1 nuevo

10239 II1, IVa, IVb B 5 .1 nuevo

10866 I A - II.1 NT

11200 IVa B - IIL.1 NT

11477 - - - - NP

11621 I A - .1 NT

11628 I A - .1 NT

11630 I A 1+5 II.1 nuevo

11631 I A 1+5 II.1 nuevo

11634 I A - .1 NT

NP: no presenta, NT: no tipificable

5.5 Elucidacion teorica de la estructura del SCCmec de S. hominis

Después del andlisis de los resultados obtenidos de la tipificaciéon molecular del
SCCmec y del fenotipo de resistencia, se determind lo siguiente:
* El aislamiento 397, present6 el complejo mec clase A compuesto por [543 1-
mecA-mecRI-mecl, complejo ccr tipo 1 compuesto por los alotipos A/B1.
Con la presencia del gen ccrC, la amplificacion para el casete tipo Il y la
asociacion que ambos elementos tienen con la estructura del SCCHg, se
dedujo la presencia del gen mer. En base a su resistencia fenotipica hacia la
eritromicina, tetraciclina y gentamicina, asi como a la asociacion de ésta con

los genes ermA, tet, y aacA-aphD respectivamente, se asumid la presencia de
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los elementos moviles Tn554, pT181 y Tn4001 (figura 8a). Por lo anterior, el
casete de este aislamiento presenta aproximadamente un 75% de los
elementos descritos para en el casete tipo IIl de S. aureus. No se pudo
determinar  asociacion entre los elementos genéticos encontrados y la
amplificacion que este aislamiento presento para el casete tipo [Vb.

El aislamiento 8115, present6 el mismo complejo mec, ccr, gen mer 'y Tn554
que el aislamiento 397; sin embargo, éste no presento resistencia fenotipica a
tetraciclina y gentamicina, por lo tanto no hubo asociacion con los elementos
pT181 y Tn4001 (figura 8b). Por lo anterior, el casete de este aislamiento
presenta aproximadamente un 62.5% de los elementos descritos para en el
casete tipo Il de S. aureus.

El aislamiento 10239, present6 el complejo mec clase B compuesto por
1S431-mecA-AmecR1-1S1272, complejo ccr tipo 5. Debido a que solo se
presentd la recombinasa ccrC, se tom6 como base de la estructura basica el
casete tipo V de S. aureus. De igual manera que en el aislamiento 397 se
dedujo la presencia del gen mer y de los elementos méviles Tn554, pT181,
Tn4001 en relacion a la resistencia fenotipica (figura 8c). Por lo anterior, el
casete de ¢éste aislamiento presenta aproximadamente un 75% de los
elementos descritos para en el casete tipo IIl de S. aureus. No se pudo
determinar  asociacion entre los elementos genéticos encontrados y la

amplificacion que este aislamiento presento para el casete tipo [Vay [Vb.
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CAPITULO 6

DISCUSION

En base a lo reportado previamente por algunos autores, respecto a la mala
identificacion de los ECN a nivel especie con algunos sistemas bioquimicos (24, 25,
28); en este trabajo se decidié emplear ademas del sistema API Staph, el cual ha sido
clasificado como uno de los mas acertados, un método molecular que incluy6 la
amplificacion parcial de las secuencias 16S rRNA y tuf, por ser las que permiten una
mayor discriminacion entre las especies de este grupo (23, 30). De esta manera, con
la concordancia entre ambos métodos se aumento la exactitud de la identificacion y
se asegurd un estudio que incluyera aislamientos exclusivamente de la especie S.
hominis. En los resultados obtenidos por sistema API Staph, de los 103 aislamientos
procesados fue posible detectar solo cuatro mal identificados como S. hominis, de los
cuales, uno fue identificado definitivamente como S. epidermidis y tres como S.
haemolyticus, lo cual no difiere con lo reportado en algunos estudios, debido a que
entre estas tres especies existe una similitud alta en la asimilacion de carbohidratos.
En cuanto a la identificacion molecular por la secuencia 16S rRNA se encontraron
dos aislamientos de S. hominis mal identificados como S. xylosus (98%) /S. hominis
(95%), debido a que en la secuencia amplificada de este gen existe una homologia
alta entre estas dos especies, de acuerdo a lo reportado por Heikens y cols en 2005
(30). Otro hallazgo que coincide con los resultados de estudios previos, es la

distribucién de especies encontrada en este trabajo, en donde S. epidermidis
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representa la especie mas frecuente dentro de los ECN, y tanto S. hominis como S.
haemolyticus se encuentran dentro de las tres especies aisladas con mayor frecuencia
de sangre, espécimen de donde provienen la mayoria de los aislamientos incluidos en

este estudio (17, 35).

Para la deteccion de clonas se empleo la técnica de EGCP del protocolo para
S. aureus; sin embargo, debido a la que los ensayos con la enzima Smal durante el
trabajo experimental no generaban un patrén de mas de cinco bandas y también de
acuerdo con estudios previos donde se reportd que S. hominis no podia caracterizarse
por este método, se decidid trabajar con las modificaciones sugeridas para esta
especie (11). En la caracterizacion por EGCP no se encontré clonalidad entre los
aislamientos, y esto coincide con lo reportado en el tUnico trabajo sobre la
epidemiologia molecular de S. hominis (61). Este resultado es contrario a lo que se
esperaria partiendo del hecho de que ésta especie esta asociada a infecciones
nosocomiales y a que los aislamientos provienen solo de dos hospitales. Los
aislamientos incluidos en este trabajo fueron recolectados en un periodo de cinco
afios (2006-2011), por lo que la diseminacion de clonas durante este tiempo no
sucedi6. Por otro lado, tomando en cuenta que S. hominis forma parte de la flora
normal de humanos, los resultados obtenidos sugieren que las infecciones causadas
en los pacientes fueron originadas de manera enddgena y no por diseminacion
cruzada dentro del hospital. En base a que los patrones de restriccion fueron
diferentes entre si, se decidid incluir el total de los aislamientos en el resto del

estudio.

Aunque la finalidad de emplear la técnica de EGCP fue detectar clonas para

seleccionar los aislamientos con lo que continuaria el trabajo, es importante enfatizar
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que uno de los ejes principales que soportan la linea de investigacion sobre el estudio
del SCCmec es la resistencia hacia los antibioticos, y es por esto que es necesario
distinguir entre la propagacion de las cepas resistentes (clonas) y la propagacion de
los genes de resistencia (transferencia horizontal). Por lo anterior, con los resultados
obtenidos podemos deducir que los aislamientos incluidos es este estudio, tienen
genes de resistencia que no fueron adquiridos por propagacion clonal y si

probablemente por transferencia horizontal.

En relacion a los resultados obtenidos en la determinacion de resistencia a
meticilina, se encontraron cuatro aislamientos susceptibles, mismos que no
presentaron el gen mecA, por lo tanto este método fenotipico fue util en la deteccion
de este gen. Sin embargo, de estos aislamientos susceptibles, tres presentaron
resistencia a los antibioticos P-lactdmicos. Este hecho sugiere que la resistencia a
esta clase de fdrmacos en estos tres aislamientos, es originada por un mecanismo
diferente al producido por la proteina PBP2a, tal como el aumento en la
permeabilidad de la pared celular por la disminucion en la expresion de porinas y/o

la hidrolisis enzimatica por la produccion de betalactamasas.

Los valores altos de CMI, asi como los porcentajes de resistencia elevados a
penicilina, eritromicina, tetraciclina, amoxicilina/acido clavulanico y trimetoprim,
encontrados en los aislamientos incluidos, representa un hallazgo frecuente entre las
especies de los ECN y en general en otros Gram positivos, sobre todo en los de
procedencia nosocomial, debido a que estos antimicrobianos no son de reciente
introduccion en la practica clinica y afos atrds comenzaron a reportarse cepas
resistentes a €stos. La resistencia a multiples farmacos entre los aislamientos de S.

hominis de este estudio, puede ser consecuencia de los periodos largos de
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internamiento y a la terapia antibidtica agresiva y continua, a la cual son sometidos
los pacientes hospitalizados. Esto puede convertir a esta especie en un depdsito de
resistencia y donador de ésta para otras especies que comparten el mismo nicho

ecolodgico, como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. aureus, entre otros.

Resulta interesante ver que los aislamientos presentan diversidad genética
alta, y de igual manera una diversidad alta en su fenotipo de resistencia, incluso en
los que no se presentd el gen mecA. Esto sugiere que la propagacion de genes de
resistencia estd en incremento, y que su transferencia es independiente a la de otros
genes, lo cual tiene sentido si los resultados obtenidos se contextualizan en el marco
de la seleccion natural, en donde solo las bacterias con variantes capaces de resistir la
presencia de concentraciones altas de antibioticos, seran aptas para la supervivencia
en el organismo donde se encuentren, y entonces el antibidtico se vuelve el primer

factor de seleccion.

Aunque entre los aislamientos estudiados no se detectd resistencia a los
denominados antimicrobianos de ultimo recurso, como vancomicina o linezolid, los
resultados de este trabajo contribuyen a evidenciar que nuestro pais se encuentra
inmerso en la problemdtica de la resistencia antimicrobiana, a consecuencia
probablemente del uso indiscriminado de antibidticos y a la produccidon farmacos de
mala calidad (86). Otro factor importante a considerar respecto al desarrollo de la
resistencia antimicrobiana a nivel mundial, es que el interés cientifico, haya enfocado
sus prioridades sobre las bacterias patdgenas, subestimando lo que podria ocurrir con
las de baja virulencia, como S. hominis. Mientras tanto, esta porcioén “inofensiva” de

la poblacion bacteriana de los organismos animales y humanos ha seguido actuando
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como reservorio de resistencia, de esta manera hoy en dia estos microorganismos

emergen como patogenos oportunistas de dificil tratamiento antimicrobiano (87).

Los resultados de la tipificacion del casete por el método de Zhang,
mostraron hallazgos interesantes, uno es que se encontraron ocho aislamientos no
tipificables en donde no se identificdé ningun tipo de ccr, esto a pesar que
amplificaron para los casete tipo 11l y IV. Esto podria deberse a varias razones: 1) las
ccr presentes en los aislamientos no tipificables, no son reconocidas debido a que se
encuentran distanciadas de ccrdB y ccrC, es decir, que se tratan de un tipo de ccr
diferente y que no estan relacionadas genéticamente con las ya descritas; 2) una tasa
alta de mutacion en la secuencia de unidn de los iniciadores de ccr utilizados para S.
aureus; 3) recombinacion homologa entre los genes ccr que podrian generar nuevos
isotipos que no son detectables por las PCR’s establecidas para la tipificacion; 4) que
se trate de un casete en el cual los genes ccr fueron eliminados debido a que el gen
mecA se transfirid de manera independiente (56). Contrario a lo anterior, se
encontraron cinco aislamientos que presentaron una combinacion de dos tipos de
complejos recombinasa, ccrABI + ccrC; lo cual puede indicar la existencia de un
casete con dos tipos de complejos ccr o un SCCmec en tandem con un SCC no-mec.

Estos resultados coinciden con lo reportado en algunos trabajos (11, 51-53, 61, 67).

La proporcion de aislamientos considerados como no tipificables o con nuevo
casete, es mayor en este trabajo que en el reportado por Boucham y cols. en 2011, en
donde el 33.3% de los aislamientos presentaron una estructura de SCCmec tipificable
a diferencia de este estudio donde sélo el 4.5% de los aislamiento presento el casete
tipo IIl. Las razones de esta discrepancia podrian ser debidas a los diferentes

especimenes clinicos incluidos en cada trabajo, a la patologia del paciente o
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predileccion geografica; sin embargo para sustentar estos hechos serian necesarios

mas estudios sobre la epidemiologia molecular de S. hominis en todo el mundo.

Estudios previos donde se caracterizdé el SCCmec de S. hominis mostraron
igual que en este trabajo, que esta especie es acarreadora predominantemente del
complejo mec clase A y del complejo recombinasa tipo ccrABI (55, 61, 67).
Tomando en cuenta la hipdtesis de que transferencia del SCCmec fue de los ECN
hacia S. aureus, este hecho sugiere que S. hominis es un reservorio de dichos
elementos, y que podria haber sido el donante de estos componentes para el

ensamblaje de los casetes tipo I, II, III, VIII y IX.

Los resultados obtenidos en la tipificacion del casete por el método de
Kondo, en donde so6lo se detectaron amplificaciones en la primer PCR, ponen de
manifiesto la inminente necesidad de estudiar cada especie de los ECN de manera
individual y que puedan desarrollarse estrategias adecuadas para la tipificacion del
SCCmec de cada especie. Las metodologias utilizadas en este estudio solo se basan
en los datos de PCR para los dos elementos centrales del casete (complejo ccr y
complejo mec), y aunque en S. aureus se considera ser un enfoque valido, para las
especies de ECN la distribucidon y la estructura SCCmec sigue siendo dificil de
alcanzar y se debe tener cuidado en la interpretacion de los datos; es decir, que no
podemos asegurar que algin elemento del casete no esta presente solo por no
observar su amplificacion, ya se necesita asimilar que los iniciadores de estas
metodologias fueron creados a partir de las secuencias de interés en S. aureus, y que
una especie diferente por mas emparentada genéticamente que ésta sea, puede existir
una tasa alta de mutacion en las regiones de unidon con los iniciadores. Otra

limitacion de los métodos utilizados es que no tienen en consideracion la proximidad
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de los dos elementos basicos en el cromosoma. A pesar que las conclusiones
adoptadas son las mas razonables, no se puede afirmar que los elementos
estructurales encontrados se localicen de igual manera que en el casete descrito para
S. aureus. Por lo anterior, so0lo los datos obtenidos por la metodologia de Zhang
fueron analizados y tomados en cuenta para la seleccion de los aislamientos

candidatos a un nuevo SCCmec.

Los aislamientos que se proponen con estructuras de SCCmec diferentes a las
descritas para S. aureus, se asociaron con genes de resistencia a otros antibiodticos, y
aunque estos genes no fueron detectados por PCR, se asume su probable presencia en
base a que presentaron amplificacion para el casete tipo III, por lo que se infiere
cierta similitud con la estructura de este SCCmec. Los tres aislamientos presentaron
resistencia a eritromicina y el mecanismo de resistencia de este antibidtico esta
asociado al gen ermA el cual reside dentro del elemento movil Tn554, que a su vez
ha sido descrito dentro del casete tipo III de S. aureus, por lo tanto se propone la
presencia de este elemento dentro los nuevos casetes. La resistencia a tetraciclina y
gentamicina se asocian a la presencia de los genes fet y aacA-aphD respectivamente,
los cuales residen dentro de los elementos pT181 y Tn4001, mismos que han sido
descritos en el casete tipo Il y IVc respectivamente, por lo que se propone la

presencia de estos elementos en los cuales se observo esta resistencia.

Los datos respecto a las nuevas estructuras, deben ser confirmados por
secuenciacion, y de esta manera se podran establecer los nuevos tipos de SCCmec
con la informacion completa de los elementos que contiene y de la proximidad entre
si. Ademas con esto se podria detectar la presencia de genes de resistencia que

incluso no estén expresados y que en determinado momento pudieran transcribirse.
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Los resultados de este estudio, en conjunto con lo reportado en los trabajos
donde se describen elementos de casete diferentes en las especies de S. epidermidis,
S. haemolyticus y S. cohnii (68, 88, 89), contribuyen a demostrar que los ECN
presentan una gran frecuencia y diversidad del SCCmec, y que ademés podrian
contener elementos que aun no han sido encontrados en S. aureus. Por lo tanto, es
necesario investigar cada especie por separado, para lograr avance en el
entendimiento del desarrollo de la resistencia antimicrobiana, asi como sus

mecanismos de accion.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se observé una clonalidad baja y sin relacion al fenotipo de resistencia a los

antibidticos ni a la presencia de elementos del SCCmec.

Los aislamientos presentaron resistencia alta a penicilina, ampicilina,

oxacilina, eritromicina, amoxicilina-acico clavulanico y trimetoprim (>77%).

Se detect6 una frecuencia alta (>81%) del gen mecA

El complejo de genes mecA clase A y complejo de genes ccr tipo 1 y 5 fueron

los mas frecuentes.

So6lo un aislamiento presentd la estructura correspondiente al casete tipo III

descrito para S. aureus

Se detectaron tipos de SCCmec no tipificables por los métodos establecidos

para S. aureus, y combinaciones nuevas de sus elementos estructurales.

Los resultados sugieren que S. hominis podria ser un reservorio de complejos
de genes recombinasa tipo ccrAB1, ccrCl y de complejos genéticos mec clase

A para ensamblaje de los SCCmec encontrados en S. aureus.

Se propone la estructura de 3 nuevos SCCmec para S. hominis, los cuales
presentan entre 62.5% y 75% de elementos descritos para el casete tipo III de

S. aureus.
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APENDICE A

PRUEBAS PRIMARIAS PARA LA IDENTFICACION DE S. hominis

Tincion de Gram

Se colocd una gota de solucion salina estéril sobre la superficie de un
portaobjetos limpio y seco, con un asa bacteriologica se transfirid6 una colonia a la
solucion salina y este indculo se homogenizd, extendid y se dejoé secar a temperatura
ambiente. La preparacion se fijo por calor y enseguida se cubrid con cristal violeta
por un minuto y se enjuagd con agua, después se aplico lugol, se dejé por un min y
se enjuago con agua, se decolord con una mezcla de alcohol-acetona 70:30 por 5 s,
se enjuagd con agua y se agregéd safranina durante 1 min, se enjuagd con agua, se
dejé secar a temperatura ambiente y finalmente se observo al microscopio con los

objetivos 40X y 100X.

Produccion de catalasa. Prueba en portabjetos

Se coloco una gota de peroxido de hidrogeno al 30% sobre la superficie de un
portaobjetos limpio y seco, con un asa bacteriologica se transfiri6 una pequeiia
cantidad del crecimiento de una colonia a la gota del peroxido de hidrégeno y se
observo para comprobar el desarrollo de burbujas de oxigeno. La interpretacion de

los resultados fue la siguiente manera:
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* Positivo = produccion de una gran cantidad de burbujas

» Negativo > ausencia de burbujas o muy escasa cantidad (ver nota').

Produccion de coagulasa. Prueba en tubo

Se colocaron 0.5 mL de plasma en tubo limpio, en el cual se transfiri6 una
pequeiia cantidad de colonia con un asa bacteriologica y se emulsificd, se incubd a
35°C durante 4 horas, posteriormente se observo si hubo formacion de un coagulo
inclinando suavemente el tubo, si en este momento no se observaron coagulos, se
reincubo el tubo a temperatura ambiente y se tomd lectura 18 horas después. La
interpretacion de los resultados fue de la siguiente manera:

* Positivo > formacion de coagulo

* Negativo = no hay formacion de coagulo

Produccion de oxidasa. Método de Kovac

Se humedeci6 un papel filtro con 2-3 gotas de dihidroclorhidrato de tetra-meti-p-
fenilendiamina al 1% y en este se colocod y extendié una colonia de no mas de 24
horas, empleando un palillo de madera (ver nota®), durante los siguientes 10
segundos se observo en busca de un cambio de color. La interpretacion de los
resultados fue la siguiente manera:

* Positivo > desarrollo de color violeta oscuro dentro de 10 segundos

* Negativo = ausencia de color

1 Algunos microorganismos (Enterococcus) producen una peroxidasa que genera un resultado
débilmente positivo, esta reaccion no se interpreté como un resultado positivo verdadero.

2 También puede usarse un asa con alambre de platino, ya que los alambres de niquel que contienen
cromo y hierro pueden dar resultados falsos positivos.
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APENDICE B

PREPARACION DE REACTIVOS

Acetato de sodio 3 M
Disolver 12.3 g de acetato de sodio en 300 mL de agua ultrapura. Ajustar el pH con

HCI 12 F y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave

Bromuro de etidio 0.5 mg/mL
25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y

almacenar a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio &mbar.

Bromuro de etidio 2 pg/mL
Preparar una dilucién 1:250 de la solucion stock para tefiir los geles (1 mL de la

solucion stock mas 249 mL de agua ultrapura). Debe almacenarse el la oscuridad.

EC
Disolver 29.2 g de NaCl, 1 g de deoxicolato de sodio, 2.5 g de laurilsarcosina de
sodio, 2.5 g de brij 58, 5 mL de Tris-base 1 M pH 8.0 y 100 mL de EDTA 0.5 M pH

8.0. Aforar con agua destilada a 500 mL y esterilizar.
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ES
Pesar 93.1 g de EDTA vy disolver en 400 mL de agua destilada, ajustar a pH 9 con =

20 g de NaOH, afiadir 0.5 g de sarcosyl. Aforar con agua destilada a 500 mL y

esterilizar.

Etanol al 70%

Mezclar 35 mL de etanol absoluto y 15 mL de agua destilada estéril.

PIV
Disolver 29.22 g de NaCl en 5 mL de Tris-base 1M pH 8. Aforar a 500 mL y

esterilizar.

TBE 10X (Tris-base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 20 mM pH §).
Disolver 27 g de Tris-base, 13.7g de acido boérico, 10 mL de EDTA 0.5 M pH 8 en

agua ultrapura y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

TBE 0.5X

Medir 50 mL de TBE 10X y aforar a 1000 mL con agua destilada.

TE 1X (Tris-HCl mM pH 8, EDTA 1 mM).
Mezclar 500 uL de Tris-HCI 500mM pH=8 y 50 uL. de EDTA 500mM en agua

destilada, ajustar el pH a 8 y aforar a 25mL. Esterilizar en autoclave

Tris-HC1 500 mM pH=8

Disolver 30.3 g de trisma base en 300 mL de agua ultrapura. Ajustal el pH con HCI

12 F y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave
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